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Методы генной инженерии нашли применение как в создании 
штаммов-продуцентов биологически активных соединений, так и в ис­
следованиях организации и экспрессии генов [ 1 , 2 ] . Д Н К в клетках 
эукариот находится в трех компартментах: в ядре, в митохондриях 
и хлоропластах. Ввиду сходства в организации пластидной и прока-
риотической Д Н К именно хлоропластной Д Н К ( х п Д Н К ) отводится 
важная роль в некоторых фотобиотехнологических проектах [ 7 ] . 
При этом предполагается, что энергия, образующаяся при фотосин­
тезе, будет обеспечивать иные, нежели фиксация С 0 2 , синтетические 
процессы (например, фиксацию азота, или производство химических 
соединений для нужд промышленности) . Современная физико-химиче­
ская биология дает обильную информацию о фотосинтетическом пре­
образовании световой энергии, однако все же недостаточную для раз­
работки модификаций, которые бы существенным образом изменили 
механизмы фотосинтеза, или повысили их эффективность. 
Исследования, позволившие описать некоторые направления из­
менчивости фотосинтеза, как генетического признака, столкнулись 
с тем, что мутанты по многим различным генам могут быть лишены 
всех белковых компонентов одного и того же надмолекулярного ком­
плекса. (Взаимодействие таких комплексов обеспечивает работу фото­
синтетического а п п а р а т а ) . Это привело к необходимости использовать 
молекулярно-биологический подход к изучению белков хлоропласта и 
генов, которые их кодируют. Такой подход оказался исключительно 
плодотворным, в последние годы клонирование осуществлено уже как 
для собственно хлоропластных, так и для ядерных генов, экспресси-
рующихся в хлоропласте. Клонирование хлоропластных генов явля­
ется уже отработанным методическим приемом, и предметом обсужде­
ния стали особенности его осуществления [ 8 ] . В то время как пред­
ставления об организации, структуре и экспрессии хлоропластных ге­
нов уже сформировались [53] , достижения в области клонирования 
ядерных генов, контролирующих биогенез хлоропласта , ограничива­
ются исследованиями генов для двух наиболее представительных моле­
кулярных маркеров [10—12, 24] . 
Х Л О Р О П Л А С Т Н Ы Е Г Е Н Ы 
Общие свойства хлоропластных генов. В х п Д Н К используются все 
кодоны, в том числе три кодона терминации трансляции ТАА, ТАГ и 
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ТГА. В отличие от митохондриальной Д Н К для х п Д Н К нет свиде­
тельств ненормального использования кодонов [18] . 
Общее содержание ГЦ в х п Д Н К высших растений составляет 
!% [30] . Д л я изученных последовательностей хлоропластных 
генов эта величина в первом положении кодона составляет 53%, во 
втором—34, в третьем—31% [53] . Ввиду вырожденности генетического 
кода пет оснований полагать, что относительное обогащение х п Д Н К А Т 
иожел вызвать дискриминацию какой-либо из аминокислот. Среднее 
Г Ц - с о д е р ж и т е транслируемых районов десяти генов составляет 
42,5% [53]. 
Целый ряд черт роднит хлоропластные гены с генами прокариот. 
Так, 5'-лидирующие последовательности хлоропластных генов содер­
жат в (—10) положении от места инициации транскрипции конечное 
Т от -ТАТААТ-последовательности гекса-блока. (В гене rbcL кукурузы 
соответствующая последовательность находится на расстоянии в 20 п. н. 
«вверх по течению» от сайта инициации). В районе (—35)-й нуклео-
тидиой пары во всех хлоропластных генах можно видеть в высшей 
степени консервативную, характерную для прокариот последователь-
ность-ТТГ- [53] . 
В районе терминации транскрипции генов rbcL шпината [61] , ку­
курузы [35] и петуньи [9] и psbA шпината и Nicotiana debneyi [59] 
можно видеть типично прокариотическую черту организации генных 
терминаторов: комплементарные последовательности, способные обра­
зовывать короткие шпилькообразные структуры [46] . 
Номенклатура клонированных хлоропластных генов высших расте­
ний построена по правилам, принятым для генов прокариот [53] . 
С этой системой обозначений сосуществует номенклатура хлоропласт­
ных генов Chlamydomonas reinhardtii — единственного объекта, у кото­
рого осуществлено изучение генетической рекомбинации между этими 
генами и построение генетической карты [37] . 
Общее свойство хлоропластных г е н о в — (за исключением гена 
lu fA , кодирующего фактор элонгации трансляции [38, 51]) — о б р а з о ­
вание в результате их транскрипции и трансляции полипептидов, уча-
С-.аух.шшх в организации фотосинтетического аппарата . Наиболее оче-
I I ! inoii последовательностью изложения имеющихся данных является 
кжательность участия тех пли иных белков в процессе фотосин-
lein. В этой очередности мы и будем рассматривать кодирующие их 
гены. 
Гены, кодирующие субъединицы фикобилипротеинов. В то время 
как информация о белках, входящих в состав внутримембранной ан­
тенны v i o p o i i . K i e i o B наземных растений и зеленых водорослей — хлоро­
филл ,| '!иимы11Ш1 комплексов, оказалась переданной в ядро на ран­
них ' [ .им' , J B O , i i o i i i i i f этих хлоропластов, хлоропласты эукариот, име-
мп:н\ иным комплекс в виде фикобилисом, сохранили в своем 
геноме м мы, колирующие субъединицы фикобилипротеинов. Поскольку 
-ли Мелки родственны друг другу, возможно, что их эволюция проис-
юдк.та '•••! основе дуилнкаиии гена-родоначальника. Район, кодирую­
щий карбоксильный конец [-1-фикоцианипа, локализован па 1,4 тыс 
п п. щр.пме хпДПК п s -л'кариотической водоросли Cyanophora 
/ ' ' ' " " ' ' " " I • I- Три других клона размером до 5,5 тыс. п. п. ответствен 
i :\ с л,единиц фикобилипротеипа, что было показано имму-
w и 1 методами. Все 4 клона структурно перекрываются и 
i •• -.; I O M уникальном районе иластндиого генома. 
I r i , . . м, Iи; кшшс апопротеины хлорофилл а-белковых комплек­
сов фотосистемы U. Гены, кодирующие апопротеины хлорофилл a-oe.i-
И ' H I 1 ( ;г!'»Х.I. а -ЬК) фотосистемы I I , .юка.'ш :он.-|!1ы 
i . :.пДНК хламидомонады н шпината [4, 45]. 
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В выведенной аминокислотной последовательности 44 000 апоХл. а -БК 
шпината содержится много гидрофобных аминокислот, большинство из 
которых объединены в скопления, способные пересечь мембрану. Моле­
кулярная масса почти в 52 000, полученная из выведенной аминокис­
лотной последовательности, превышает экспериментально установлен­
ную массу в 44 000. Определения молекулярного веса по данным элек­
трофореза в полиакриламидпом геле с додецилсульфатом натрия мо­
гут быть весьма неточными, особенно для гидрофобных белков, кото­
рые, по всей вероятности, более подвержены конформационным изме­
нениям в амфифильном окружении и имеют большие возможности для 
связывания детергента. Значительные различия между эксперимен­
тально установленными молекулярными массами и таковыми, получен­
ным из анализов нуклеотидных последовательностей, сообщались так­
же для апопротеинов Р680- и Р700-Хл. а -БК и для 32 000-белка 
[4, 47]. 
Потенциальные кандидаты для связывания пигментов и хипонов, 
а т акже для упорядочивания полипептидов — это гистидины, метиони-
ны, лизины и цистеины. 44 000 апоХл. а -БК содержит несколько гисти-
диновых и метиониновых остатков, которые локализованы в предпола­
гаемых вторичных структурах с сильной гидрофобностью. Большинство 
из их положений сохраняются, если сравнивать с таковыми апоР680-Хл. 
а-БК. Некоторые.остатки характерным образом разнесены по последо­
вательности и напоминают места связывания протогема в цитохромах 
Ь-типа [ 4 ] . Представляется вероятным, что гидрофобные последова­
тельности такого рода каким-то образом вовлечены в связывание хло­
рофилла а. 
Ген для «32 000»-тилакоидного мембранного белка. Полипептид 
С молекулярной массой в 32 000 является составной частью надмоле­
кулярного комплекса фотосистемы I I и ответствен за связывание гер­
бицидов, таких как диурон и атразин [50] . Ген psbA, кодирующий 
этот белок, картирован на х п Д Н К нескольких видов растений [53] . 
Полные нуклеотидные последовательности psbA установлены т а к ж е для 
нескольких видов растений и водорослей. Гены psbA очень консерватив­
ны. Так, psbA шпината и N. debneyi характеризуются более чем 95% 
гомологии нуклеотидных последовательностей [59] . 
Д л я всех изученных атразин-чувствительных растительных орга­
низмов характерно наличие серина в 264-м положении выведенной из 
psbA аминокислотной последовательности, тогда как у пяти известных 
к настоящему времени атразин-устойчивых мутантов произошли заме­
ны на глицин или аланин [22, 19]. Ключевая роль кодона 264 в хлоро-
пластной устойчивости к гербициду указывает на взаимосвязь между 
этим положением и районом связывания триазиновых и мочевиновых 
гербицидов на 32 000-белке [22] . 
Ген для «32 000»-подобного белка. В х п Д Н К шпината и хламидо­
монады обнаружены гены, кодирующие «32 000» подобный белок [4, 
45]. Ген для «32 000»-подобного белка шпината перекрывается на про-
тяженин 50 и м . с геном для 44 000 апо Хл. а -БК, но эти гены счи-
гыиаются в различных фазах . Нуклеотидная последовательность для 
«32 000»-подобного белка шпината поразительно похожа на последова­
тельность гена для гербицид-связывающего «32 000»-белка. Однако 
сернповый остаток в положении 264, вовлеченный в связывание герби­
цида, отсутствует в соответствующем положении выведенной амино­
кислотной последовательности в «32 000»-подобном белке [ 4 ] . Консер­
вативные элементы пролнп-фенилаланин-гистидин-метионин, имеющие­
ся в трансмембранном участке 32 000-белка и «32 000»-подобного 
белка, обнаруживаются и в М и L субъедииицах реакционного центра 
фотосинтезирующих бактерий, которые, по-видимому, участвуют в свя-
зывании хинона и/или гербицида атразина [58] . Можно предполагать, 
что два 32 000 типа белков высших растений и зеленых водорослей 
также кооперативно участвуют в этих процессах. 
Хотя общая гомология между белками фотосистемы I I примерно 
20% (апопротеины) и 25% (32 000-белки), имеются четко выражен­
ные домены большей гомологии (40—60%) в полнпептидных цепях, 
большинство из которых совпадает с трансмембранными участка­
ми [4 ] . 
Гены для апопротеина Р700-хлорофилл а-белкового комплекса фо­
тосистемы I. Ген для апо Р700-Хл. а-БК локализован на х п Д Н К го­
роха [47]. Весь кодирующий район гена для Р700-Хл. а -БК содержится 
в пределах 2,7 тыс. п. н. Bg/II -ClaI-фрагмента. Введение этого фраг­
мента в систему сопряженной транскрипции-трансляции ведет к обра­
зованию двух полипептидов размером 90 000 и 80 000, которые специ­
фически иммунопреципитируются с антисыворотками к Хл. а-БК фото-
CIRIl'illJ I . 
Все три пары белков фотосистем у шпината (апоР680-Хл. а-БК и 
44 000 апоХл. а-БК; 32 000-белок и «32 000»-подобный белок; апопро­
теины Р700-Хл. а-БКов) содержат консервативные, часто характерным 
образом разделенные друг от друга аминокислотные остатки, включая 
гистпднп и цистеин. Семь гистидиновых остатков локализованы в эк-
кнна. к н i пых или родственных положениях в апопротеинах, и сходная 
картина наблюдается для 32 000-белков. Это — сильный аргумент 
в пользу предположения, что полипептидные цепи каждой пары бел­
ков согнуты сходным образом внутри мембраны и могут выполнять 
сходные функции. Анализ гидрофобностн показывает, что 44 000 
апоХл. а-БК и «32 000»-подобный белок шпината имеют по 7 гидро­
фобных районов, апоР680-Хл.а-БК имеет 8 таких районов, 7 из них 
родственны районам 44 000 апоХл. а-БК. Совместно эти выявленные 
гомологии и структурные корреляции указывают на то, что эти три 
пары родственных белков могли возникнуть в процессе эволюции по­
средством серии дупликаций некоей исходной последовательности Д Н К 
и представляют собой семейство белков, которые осуществляют сбор 
квантов света н превращения световой энергии [ 4 ] . 
Гены для комплекса цитохромов b—f. Хлоропласты содержат свя­
занный с I и. I;iкоидными мембранами комплекс цитохромов, который 
функционирует как нластохинон-пластоцианин-оксидоредуктаза и, та­
ким образом, замыкает электронно-транспортную цепь между фото­
системами II н I . Комплекс, изолированный из шпината, содержит 
цитохромы I" п Ь-563, высокопотенциальный железо-серный центр и 
17 .)00-по.1И1К'пт11д, не имеющий установленной редокс-функции [28]. 
Каталитически неактивный очищенный цитохром b—f-комплекс, изо-
дпров.шнии in хлоропластов гороха, также содержит цитохромы f и 
Ii-5fi3, не содержит железо-серного центра и имеет два компонента 
с молекулярной массой 34 000 и 15 200 [42] . 15 200-полипептид, веро-
Я1МП, гомологичен 17 500-полииептиду шпинатного комплекса, 34 000-
I K M нпеп I пл имен иммупохимическое сходство с ферридоксин-НАДФ-
окси к ц н д у м л sou. Геи .им цитохрома I был локализован в хпДНК 
гороха посредством сопряженной транскрипции-трансляции изолиро­
ванной \ и Д Н К и фрагментов ее рестрикции [54] , а гены для цитохро-
1 1 I и Ь 563 и 17 500-полипептпда были идентифицированы и картиро­
ваны на хпДНК шпината посредством гибридизации с м Р Н К и тране-
ь р i I м 11 м и -1 j». 1111.1 я с 111II клонированных фрагментов Д Н К [ 3 ] . 
Анализ н) к. кгп и;шо11 последовательности гена х п Д Н К гороха, 
кодирующего цитохром f, показал, что зрелый белок состоит из 285 
аминокислот п имеет молекулярную массу 31 800 [55] . Сопряженная 
трип. I•рппппя-трансляция клонированных фрагментов рестрикции 
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х п Д Н К гороха указывает на то, что цитохром f синтезируется в фор­
ме большей, чем зрелый белок [54] . Это вызвано наличием дополни­
тельной последовательности на N-конце [55] . Часть ее сходна с сиг­
нальной последовательностью, направляющей белки в мембрану. 
Сравнение генов цитохрома f у гороха и пшеницы выявило раз ­
личия в локализации этих генов на рестрикционных картах х п Д Н К , 
85%-ную гомологию нуклеотидных последовательностей генов и 88%-
ную гомологию аминокислотных последовательностей выведенных бел­
ков; гем-связывающий район и гидрофобная С-концевг1я последова­
тельность оказались в высшей степени гомологичными у этих двух 
видов [56] . 
Локализация и секвенирование гена для 15 200 полипептида ком­
плекса цитохромов b—f были проведены у гороха [43] . Выведенная 
аминокислотная последовательность 15 200 полипептида гомологична 
С-концевой части митохондриального цитохрома Ь, и возможно, что 
область наибольшей гомологии в обоих комплексах (хлоропластном и 
митохондриальном) выполняет идентичную функцию [43] . 
Гены для субъединиц АТФ-синтазы. Показано , что три из пяти 
субъединиц CFi-части АТФ-синтазы синтезируется в изолированных 
хлоропластах [36, 39] . Положения генов для этих субъединиц были 
определены на х п Д Н К из шпината [52] . Установлено, что две из трех 
субъединиц CFo-части хлоропластной АТФ-синтазы синтезируются в 
изолированных хлоропластах. Это субъединица I с молекулярной мас­
сой 15 500 [39] и субъединица I I I , связывающая дициклогексилкарбо-
диимид (DCCD), с молекулярной массой в 8000 [15] . 
Нуклеотидные последовательности atpB и atpE были установлены 
для шпината [60] и кукурузы [31] . Наиболее интересной особенностью 
этих последовательностей является перекрывание в 4 п. н. транслируе­
мых районов atpB и atpE у шпината, кукурузы и пшеницы. ТГА-кодо-
иу терминации трансляции гена atpB предшествует А, который обра­
зует кодон АТГ для инициации метионином трансляции atpE. Это 
значит, что два белка транслируются в различных рамках считывания. 
Поскольку atpB и atpE у шпината гибридизуются с одним и тем же 
гранскриптом Р Н К , 2,4 тыс. п. н., следовательно, оба гена транскри­
бируются в общую м Р Н К . Играет ли эта организация какую-либо 
роль в координации экспрессии двух субъединиц, неизвестно. Однако 
перекрывающаяся трансляция кодона окончания/начала не является 
существенным признаком этих двух генов, потому что те же самые 
гены в х п Д Н К гороха [53] разделены 22 нуклеотидами. Как и у шпи­
ната, atpB и atpE гороха гибридизуются с одним и тем же Р Н К - т р а н с -
криптом размером примерно в 2,4 тыс. п. н. и должны быть транскри­
бированы в виде двугенной м Р Н К . 
По данным рекомбинационного и комплсментационного анализа 
16 независимо изолированных мутантов по хлоропластной АТФазе 
отнесены к пяти различным хлоропластным генам Chi. reinhardiii. 
Один из них (ac-u-с) был локализован на физической карте х п Д Н К 
с помощью делеционных мутаций в районе перекрывания фрагментов 
В а т 10/Есо 11. Было показано, что клонированный ген atpB шпината 
специфически гибридизуется с взаимно перекрывающимися фрагмен­
тами В а т 10 и E c o l l . Таким образом, хламидомонадный ген ас-и-с 
соответствует, по всей вероятности, гену atpB [57] . 
Х п Д Н К гороха содержит только одну копию инвертированной 
повторенной последовательности, в отличие от х п Д Н К большинства 
других изученных видов высших растений. Существенные отличия 
в организации х п Д Н К гороха по сравнению с х п Д Н К шпината и ма­
ша обнаружены и при анализе гибридизации фрагментов [44] . Одна­
ко гены для субъединиц АТФазы организованы в х п Д Н К гороха так-
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же в два кластера [28]. Сохранение одних и тех же кластеров у шпи­
ната, пшеницы и гороха [26—28, 52] может означать, что т а к а я орга­
низация важна для кооперативной экспрессии этих генов. Эти же два 
кластера обнаружены у хламидомонады, хотя в отличие от высших 
растении две пары генов субъединиц АТФазы отделены друг от друга 
инвертированным повтором [57] . 
Ген для большой субъединицы рибулезо-1,5-бисфосфат-карбокси-
лазы /оксигеназы РБФК-rbcL. Аргументы в пользу того, что хпДНК 
содержит rbcL, перечислены в обзоре [5]. С тех пор положение этого 
гена на рестрикционных картах хпДНК было установлено для ряда 
растений [53] . 
У Oenothera hookeri описан мутант 1а с нарушенной активностью 
Р Б Ф К / О [25]. Сопряженная транскрипция-трансляция х п Д Н К или 
трансляция хпРНК, выделенной из мутанта, приводят к образова­
нию большой субъединицы ' (БС) Р Б Ф К / О с молекулярной массой 
около 30 000, тогда как масса БС Р Б Ф К / О дикого тина составляет 
52 000. Сопоставление размеров этих двух полипептидов указывает на 
то, что мутация произошла на расстоянии примерно в 900 п. н. от сай­
га инициации трансляции гена. Размеры м Р Н К для БС Р Б Ф К / О у му­
танта и у дикого типа одинаковы. Это означает, что мутация у 1а не 
является крупной делецией и, по всей вероятности, является точко-
вой мутацией, вызывающей появление стоп-сигнала в мутантном ге­
не, что приводит к преждевременной терминации трансляции. Укоро­
ченный полипептид синтезируется у мутанта 1о и in vivo. 
Малая субъединица (МС) Р Б Ф К / О у мутанта 1о нормально транс­
крибируется, но уровень накопления зрелой МС Р Б Ф К / О весьма ни-
юк. Возможно, что неспособность урезанного полипептида БС 
Р Б Ф К / О у мутанта участвовать совместно с МС Р Б Ф К / О в процессе 
сборки зрелого фермента приводит к уменьшению уровня накопления 
МС Р Б Ф К / О . Полученные данные [25] указывают на то, что меха-
н!нм, действующий до или после трансляции, играет важную роль в 
биогенезе Р Б Ф К / О помимо контроля на уровне транскрипции. 
Мутант Chi. reinhardtii 10-6С образует неактив"ый фермент с бо­
лее кислой нзоэлектрической точкой БС Р Б Ф К / О [48] . Секвенирова-
ние Д Н К показывает, что мутант 10-6С возник в результате мутации 
типа транзиции в 171 нуклеотидном остатке гена для Б С Р Б Ф К / О , при­
ведшем к замещению глицина на аспарагин [17] . Это был первый слу­
чим установления нуклеотидной последовательности для мутанта по 
•.. юрой, каетному гену. С помощью теста на генетическую рекомбина­
цию среди 78 светочувствительных мутантов Chi. reinhardtii по хпДНК 
было выделено 2 мутанта, не дающих рекомбинации с 10—6С [49]. 
Оба эти мутанта оказались полностью лишенными Р Б Ф К / О [49] . 
Анализ гибридного потомства позволил картировать мутацию 
штамма 10—6С Chi. reinhardtii на рекомбинациопной карте хлоропла-
iini . ix генов [37]. Соответствующий ген назван rcl-u-1 (символом 
n-niiiparental обозначена принадлежность к одпородительекп наследуе­
мым I ' ;v \ i> . Авторы сделали попытку сопоставить физическую и ре-
01 ' •чюпную карту х п Д Н К на основании данных одного из своих 
ни [37| . Предполагая, что все маркеры в этом скрещивании 
" : • »аиы па одной п гон же кольцевой молекуле х п Д Н К разме­
ром 190 мте. н. п.. они выдвинули гипотезу, представленную на рисуи-
••••• ' •'•! [неиным элементом этой гипотезы является предположение 
''то любой механизм, вызывающий рекомбинацию в гетероплаз-
кп» клетках СМ. reinhardtii, будет' т акже ката.'цитировать 
Г" пню между двумя копиями. повтора (в районе R) , рис. I . 
Это будет приводить к образованию двух изомеров молекулы хпДНК, 
которые отличаются только относительной ориентацией двух уникаль-
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ных районов. У Phaseolus vurgaris, где вопрос о наличии таких изоме­
ров подвергся специальному изучению, оба они были обнаружены и 
примерно в равных количествах [40] . Такая изомеризация будет да­
вать карту, в которой частоты рекомбинации не будут иметь линейного-
соответствия с физическими 
расстояниями, простирающими­
ся через повтор. Генетическое 
расстояние между генами, раз­
деленными районом повтора, 
будет определяться средним 
из физических расстояний в 
двух изомерах. Расположение 
маркеров, представленное на 
рис. 1, основано на известной 
локализации мутации 10-6С в 
гене БС Р Б Ф К / О (rcl-n-1; 
rbcL) [17] и на генетических 
данных [37]. 
rbcL из Chi. reinhardtii 
[16] , кукурузы [35, 44] и из 
шпината [61] полностью секве-
нирован. Сравнение последова­
тельностей шпината и кукуру­
зы обнаруживает множество 
интересных особенностей. В 
пределах транслируемых рай­
онов нуклеотидные последовательности в высшей степени консерватив­
ны (84% гомологии). Многие из нуклеотидных замен — «молчащие»,, 
обычно происходят в третьем положении кодона, и, таким образом, об­
щая гомология аминокислот составляет около 90%. Консервативность, 
аминокислотных последовательностей особенно высока в активных по­
зициях. Например, существует полная гомология между 17 аминокис­
лотными остатками вокруг лизина, который [33, 34] ответствен за свя­
зывание С 0 2 . В трех триптических пептидах, которые, как было пока­
зано, л е ж а т около РБФ-связывающего сайта [23|, есть только два раз­
личия между кукурузной и шпинатной аминокислотными последова­
тельностями. Гомология этих районов составляет 95%. 
Одним из различий между rbcL из шпината и кукурузы является ' 
длина 5 '-нетранслируемых лидирующих последовательностей [35, 611. 
Транскрипция rbcL шпината инициируется на расстоянии 178—179 п. н. 
от начала трансляции, а у кукурузы — на расстоянии 63—64 п. н. Воз­
можно, что последовательности в этом районе вовлечены в регуляцию 
рапскрипции, и в связи с этим уместно отметить, что у кукурузы, , 
в отличие от шпината, м Р Н К БС Р Б Ф К / О по разному экспресснруется 
в клетках мезофилла и в клетках обкладки проводящих пучков. 
Я Д Е Р Н Ы Е ГЕНЫ 
Ген для апопротеина светсобирающего хлорофилл а/Ь-белкового 
комплекса (апоХл. a / b - Б К ) . Я,прими ген АВ80, кодирующий апоХл. 
a /b-БК (полипептид 15) был недавно изолирован из библио­
теки фрагментов Д Н К гороха, клонированных в А.-фаге Харон 4 [11] . 
Была определена последовательность нуклеотидов в этом гене и было 
показано, что он содержит непрерывную рамку считывания для 269 
аминокислот, соответствующих предшественнику основного белка 
апоХл. a/b-БК. Исследования с помощью нуклеазы S 1 позволили опре-
11,8 11,в 
R R I -— R R 
Генетическая карта хлоропластных ге­
нов Chlamydomonas reinhardii, находя­
щаяся в соответствии с их физической 
картой. 
Ж и р н о й линией п о к а з а н ы райош.1 инвертиро­
ванных повторов ( R ) ; ц и ф р ы на карте со­
о т в е т с т в у ю т з н а ч е н и я м частот р е к о м б и н а ц и и 
м е ж д у г е н а м и ; А (10—6C) - маркер Б С 
РБФК/О. D — м а р к е р д и у р о н - у с т о й ч и в о с т и . 
Е — маркер э р и т р о м и ц и н у с т о й ч и в о с т и . S — 
маркер с т р е п т о м и ц и н - у с т о й ч и в о с т и . 
делить «вершину» АВ80. Первый метиониновый кодон в З'-направле-
нии от этого места находится на расстоянии в 69 нуклеотидов и явля­
ется инициирующим кодоном открытой рамки считывания. Последова­
тельность «ТАТА» встречается на расстоянии в 31 нуклеотид в 5'-на-
правлении от сайта «вершины». Вторая «ТАТА»-последовательность 
встречается на расстоянии в 7 нуклеотидов на 5'-конце от инициирую­
щего метионинового кодона, и последовательности, окружающие эту-
ТАТА-последовательность, поразительно схожи с таковыми, окружаю­
щими иервую-ТАТА-последователыюсть. Это сходство последователь­
ностей свидетельствует о функциональном сходстве. Зрелый полипеп­
тид, кодируемый АВ80, отличается 5 аминокислотами от полипептида, 
соответствующего ранее охарактеризованной последовательности 
рДВ96 [12]. Этот результат указывает на гетерогенность среди основ­
ных белков светсобирающего хлорофилл a/b-белкового комплекса 
(г. е. среди полипептидов, соответствующих по молекулярной массе 
полипептиду 15). Кодирующий район АВ80 не содержит экзонов, в от­
личие от генов, контролирующих малую субъединицу МС Р Б Ф К / О . 
Оба пептида переносчика (как для апоХл. a /b-БК, так и для МС 
Р Б Ф К / О ) —основные, богаты серином и лишены скоплений гидрофоб­
ных аминокислот, характерных для сигнальных последовательностей 
экскреторных белков. 
Выведенная аминокислотная последовательность полипептида 15 
дает информацию для предсказания его ориентации в мембране тила-
коида, а также его роли в связывании хлорофилла. В нескольких ла­
бораториях было показано, что обработка трипсином тилакоидов при­
водит к отщеплению концевого фрагмента размером в 2000 от полипеп­
тида 15. После очистки отщепленного фрагмента удалось установить 
часть его аминокислотной последовательности: Сер-Ала-Тре-Тре-Лиз-
Лиз . Однако не было установлено, был ли этот полипептид получен с 
!\ 'Н 2 — или с карбоксильного конца. По данным, полученным при анализе 
последовательности гена АВ80, последовательность Арг-Лиз-Сер-Ала-
Тре-Тре-Лиз-Лиз встречается на Г\1Н2-конце зрелого полипептида, коди­
руемого АВ80 [11]. Таким образом, полипептид 15 своим Г\1Н2-концевым 
сегментом погружен в тилакоидную мембрану. Измерение пигмент-
белкового соотношения выявляет, что каждая цепь полипептида 15 свя­
зывает по крайней мере 11 молекул хлорофиллов а и Ь [11] . Точное 
взаимоположение хлорофиллов и апопротеина не известно. В свет-
еобирающем бактериохлорофилл-белковом комплексе 6 карбонильных 
групп о а к п риоллорофилла, как полагают [21] , образуют водород-
саиэн с про Iон-лонируюшими боковыми цепями аминокислот в апо-
протеппе. Умс< ню отметить, что в полипептиде 15 имеет место преобла­
дание 1, 'IKIIX .t\iинокнс.юi (например, серина, треонина и т . д . ) . Амино­
кислотная по< ледова кмыюсть полипептида 15, установленная в резуль­
тате расшифровки последовательности нуклеотидов в клоне кДНК 
рЛВОб, oi.n ia.ia.-i, но. \ v iiioii при выявлении молекулярной топографии 
ЬК Р iii.i.iKoii.iniiM мембране [13] . Когда к этой последова-
гелыюстн был применен новый метод расчета переходов единиц пеп-
:и ;а и: волной фазы в гидрофобные районы липидного бислоя, ока-
• ; | '•• '•»•> участка аминокислотной последовательности встроены 
или приписывают мембрану. Они состоят из остатков 60—75 82—98, 
I К) 113 и 178-190 [13] . 
Ген для малой субъединицы рибулезо-1,5-бисфосфат карбоксила-
ш/оксигена зы и для пептида-переносчика. Клон pSS15 содержит 
вставку к ЛII К, насчитывающую 691 пару оснований, кодирующую МС 
Р15ФК Oan.i гороха [12] . Нуклсотиды с 1 по 100 кодируют 33 амино¬
кислоты пептида-переносчика. Зрелый полипептид (123 аминокисло-
1 1 , 1 ) кодируется H V K K ' O I идами со 101 по 468. Вслед за кодоном термн-
J0 
•нации (ТГА) идут 148 нуклеотидов З '-некодирующей последовательно­
сти, предшествующей поли (А) хвосту. 
Аминокислотная последовательность пептида-переносчика и всего 
зрелого белка МС Р Б Ф К / О была выведена па основе последователь­
ности Д Н К pSS 15. МН 2 -конец зрелой МС Р Б Ф К / О был идентифициро­
ван сравнением выведенной аминокислотной последовательности с та­
ковой очищенного пептида. В другом исследовании сообщалось о нук-
леотндной последовательности клона к Д Н К гороха, pSSUl , кодирую­
щей предшественник МС Р Б Ф К / О . Сравнение последовательностей 
к Д Н К pSSUl и pSS 15 выявило в них несколько различий [12] . 10 ну-
клеотидных различий изменяют 8 аминокислотных кодонов в зрелом 
полипептиде, не изменяя при этом их общего заряда . 6 различий 
встречаются в третьем основании кодона и являются «молчащими» 
изменениями. Значительные отличия в последовательностях имеют ме­
сто также в З'-некодирующем районе, предваряющем поли (А) хвост. 
Они отражают либо межштаммовые различия, либо, что более веро­
ятно, наличие нескольких видов м Р Н К МС Р Б Ф К / О . Действительно, 
анализ гибридизации на фильтрах свидетельствует о том, что МС 
Р Б Ф К / О кодирует маленькое полигенное семейство [12] . Эти резуль­
таты позволяют предполагать, что два независимо изолированных кло­
на к Д Н К pSSUl и pSS 15 ведут свое происхождение от различных ге­
нов, каждый из которых проявляется in vivo. В дополнение к 123 ами­
нокислотам, составляющим зрелый белок, структурный ген МС 
Р Б Ф К / О также кодирует NHj-KOHueBofl пептид-переносчик, который 
имеет установленную молекулярную массу в 4000—5000. 
pSS 15 кодирует 33 аминокислотных остатка, не встречающихся 
в зрелом белке, и эти добавочные аминокислоты имеют суммарную 
молекулярную массу 3800. Хотя 6 из первых 12 остатков зрелого белка 
МС Р Б Ф К / О одинаковы в аминокислотных последовательностях хла­
мидомонады и гороха, между аминокислотными последовательностями 
двух транспортных пептидов не наблюдается гомологии. Транспортный 
лептид гороха содержит значительное количество положительно заря ­
женных аминокислотных остатков, как и его аналог у Chlamydomonas. 
Эта структурная особенность может играть важную роль в первона­
чальном взаимодействии предшественника с отрицательно заряженной 
оболочкой хлоропласта. Недавно к пептиду-переносчику МС Р Б Ф К / О , 
клонированному в плазмиде, способной экспрессироваться в Е. coli, 
были применены методы сайт-специфического и делеционного мутаге­
неза [6] с целью дальнейшего выяснения особенностей функциониро­
вания пептида. 
На расстоянии в 18 нуклеотидов от поли(А)хвоста структурного 
гена для МС Р Б Ф К / О располагается ( у клона pSS 15) гсксануклео-
тидная последовательность ААТГАА. Л о к а л и з а ц и я этой последователь-
I I O C T I сходна с расположением гексануклеотида «ААТААА», обнаружи­
ваемого во многих эукариотических м Р Н К . Высказывалось мнение, 
что эта последовательность служит сигналом для добавки поли.-А или 
для терминации транскрипции. Сопоставление З ' -некодирующего района 
pSS 15 и pSSUl показало, что, хотя общая гомология низка, гексапу-
клеотид ААТГАА содержится в пределах последовательности из 22 ну­
клеотидов, которая идентична у обоих клонов. Однако эта последо­
вательность у pSSUl располагается на расстоянии в 140 нуклеотидов 
от поли (А) хвоста. 
Недавно, с использованием Ti-плазмиды Agrobacterium lumefaciens 
"973 нуклеотида, л е ж а щ и е «вверх по течению» от гена МС Р Б Ф К / О 
гороха, помещенные перед бактериальным геном хлорамфепикол-аце-
тилтрансферазы [24] , в составе химерного гена были внедрены в те­
мой ткани табака . При этом экспрессия бактериального гена стала 
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светорегулируемой. Это — строгое доказательство того, что последо­
вательности, предваряющие ген МС Р Б Ф К / О , ответственны, по край-
неи мере отчасти, за его регуляцию действием света. 
Summary 
Examples of physical mapping, molecular cloning and sequencing of the genes 
encoding chloroplast proteins have been reviewed. The genes located on chloroplast 
DNA carry prokaryotic features In their molecular organization. The corresponding 
proteins are usually synthesized as large precursors and undergo posttranslational 
processing. These proteins include components of photosynthetic apparatus synthesized 
within the chloroplast, and subunits of chloroplast protein synthesis elongation factor. 
There are only two known examples of cloned sequences of the structural part of 
nuclear genes encoding chloroplast proteins. They are the genes for major chloroplast. 
proteins: the apoprotein of the chlorophyll a/b-protein complex, and the small subunit 
of ribulose-l,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase. 
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КОНСТРУИРОВАНИЕ ВЕКТОРОВ 
И КЛОНИРОВАНИЕ ГЕНОВ ЦИАНОБАКТЕРИЙ 
И Я. ХУДЯКОВ 
Цианобактерин (синезслепые водоросли) представляют крайне 
разнородную группу фотоавтотрофных прокариот, занимающую осо­
бое vi< I • среди бактерий благодаря способности осуществлять окси-
нщ.-',, во всех основных деталях сходный с таковым 
мин. Многие виды цианобактерий имеют сложный цикл 
MIH. образую! иысокоспециализированные клетки — акинсты и 
I, а гакже обладают уникальной способностью к аэробной 
• амин атмосферного азота, 
i.i; ря »тим особенностям цианобактерий являются важными и 
| i пнпымп объектами биотехнологии и молекулярно-генетических 
- он.шип фотосинтеза, регуляции клеточной дифференциации и 
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